


















今 回 新 規 の 血 管 内 皮 増 殖 因 子 と し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た EG-VEGF(Endocrine 




研究成果の概要（英文）：To improve the prognosis of cancer patients, it is essential to inhibit the 
capacity of cancer cells for hematogenous metastasis as well as their proliferative capacity.  
EG-VEGF factor enhances the angiogenesis and cell invasion in colon cancer. EG-VEGF 
antibody that we established, inhibibites the angiogenesis and cell inavasion in colon cancer. 
EG-VEGF molecule-targeted therapy has the potential for improving survival rates. 
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大腸癌細胞株：LoVo, SW620, HT29 を
RPMI1640(10% heat-inactivated fetal calf 
serum に 0.1mM nonessential amino acids, 
2mM glutamine, 1mM sodium pyruvate, 








Total RNA を抽出後、RT-PCR にて cDNA 
をクローニングし、得られた PCR 産物を蛋
白発現ベクター pGEX2T(GE Health Care, 
USA) に挿入した。大腸菌にトランスフォ
ーム後、1000ml の LB 溶液にて培養、蛋白




2. RT-PCR analysis 
Total RNA から Moloney murine leukemia 
virus reverse transcriptase を用いて  single 
strand cDNA を作製した。EG-VEGF 遺伝
子のプライマーは次のように設定した。 
EG-VEGF-AX: 
ATGAGAGGTGCCACGCGAGTCTCAA.    
EG-VEGF-BX: 
CTAAAAATTGATGTTCTTCAAG.  
 PCR の設定は denaturation (94°C, 1 min), 
annealing (50°C, 1.5 min), extension (72°C, 2 
min) として 30 サイクル施行した。 
PCR 産物は 1.2% アガロースゲルに泳














(3) 抗  EG-VEGF 抗体による  Tube 
formation の形成抑制について(In vitro) 
EG-VEGF 遺伝子高発現型の大腸癌細胞
株をシャーレ内で 2 日間培養後、培養液を 







(4) 抗 EG-VEGF 抗体による細胞浸潤能の
変化について(In vitro) 
大腸癌細胞株を 70% confluent 状態にて(抗 
EG-VEGF 抗体またはコントロール抗体、
含状態)24 時間培養後、Matrigel invasion 
chamber (BD Biocoat)の上部ウエルに 5x104 
個の各細胞を加え、下部ウエルには 
complete medium を入れた。12 時間 37C、







(5) Real-time PCR アレーによる遺伝子発
現の検討 
  
Total RNA を用いて、RT2 Profiler PCR array 
system (Human Cancer Pathway Finder PCR 















(1) 蛋白発現型ベクターへ EG-VEGF 遺伝
子の挿入 




SW620,SW480 の 細 胞 株 に お い て  
EG-VEGFmRNA の発現が認められた。そ
こで PCR 産物を蛋白発現ベクター 







































































































抗体による tube formation 抑制の検討 
高 EG-VEGFmRNA 発 現 大 腸 癌 細 胞













































































(7) Real-time PCR アレーによる遺伝子発
現の検討(浸潤について) 
大腸癌の細胞株:HCT116 に EG-VEGF 
蛋白にて刺激した場合に浸潤能に関与する
遺伝子変化(有意な増加または低下)として
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